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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Amplifikation von NuWeinsfluren der Gattung Legionella und Verfah- 
ren zum gattungs- und speziesspezifischen Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella sowie dafOr geeigneter 
5 Reagenzien. 

Legionellen sind aquatische, ubiquitare gramnegative aerobe, fakultativ intrazelluiare stabchenfOrmige Bakterien. 
Die Familie Legionellaceae besteht aus einer Gattung (Legionella) mit derzeit 48 bekannten Spezies und 51 Serogrup- 
pen. Von der wichtigsten Spezies L pneumophila ew'stieren 16 bekannte Serovare. Urrter ihren wichtigsten Reservoi- 
ren sind Wasserleitungen. Wimaanlagen und KQhltQrme. Die Infektion des Menschen eriblgt Qber legionellenhaltige 
10 Aerosole. Die Legionellose trrtt hSufig als Epidemie, z. B. Qber Duschkopfe aus Warmwasseranlagen, kontaminiertes 
KQhlwasser in Klimaanlagen, oder sporadisch auf Eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ist bisher nicht beschrieben. 

Legionellen-lnfektionen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Die Legionarskrankheit, eine akute, schwere, oft 
mit hohem Fieber, abdominellen Beschwerden, Kopfschmerzen. Myalgien und Verwirrtheitszustanden und anderen 
neurologischen Symptomen einhergehende atypische Pneumonie sowie das Pontiac-Fieber, eine mit grippeahnlichen 
is Symptomen verlaufende selbstlimitierende Variante der Legionellose. 

Die wichtigste Serogruppe von L pneumophila, ist L pneumophila Serogruppe 1 (l_ pn. Sera 1) als dem mit ca. 
80 % haufigsten Erreger der Legionarskrankheit. Es existieren aber groBe regionale Unterschiede. insbesondere bei 
den nosokomial erworbenen Legionellosen. Im Gegensatz dazu werden bei Pontiac-Fieber uberwiegend L micdadei 
und andere Non-Pneumophila-Spezies als kausales Agens beschrieben. 
20 Die Labordiagnostik der Legionellen ist schwierig. Legionellen konnen nur schlecht mit Fuchsin angefarbt werden, 
so da8 man die Erreger mit der Gram-Farbung praktisch nicht darstellen kann. Legionellen wachsen nicht auf Qblichen 
Kulturmedien, sondern nur auf Spezialnahrboden und einer Atmosphare, die 2.5 - 5 % C0 2 enthait. Die Sensitive der 
Kultur ist nur ca. 20 % fOr L pneumophila und ca. 5 % fOr andere Spezies. 

Zum Nachweis von Legionellen wurden unter anderem DNS-DNS-Hybridisierungen, Pulsfeld-Elektrophorese, 
es Ribotyping, Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen, Fettsaure- und Ubichinon-Analysen, rRNS-Sequenzierung, 
RT-PCR und Southern Blot, Latex-Agglutination. Fourier-transformierte Infrarotspektroskopie, indirekte Immunfluores- 
zenz und Kohlenhydratutilisation (BIOLOG-System) angewandt. 

In Med. Microbiol. Lett. 1994;3:279-290 und Clin. Lab. 1994;40:211-216istdieSequenzierungvon5S-rDNSvon 
Legionellen beschrieben. 

30 Auf dem Markt ist ein Kit zum Nachweis von Legionellen in Wasserproben erhaltlich. Bei einem Nachweisverfahren 
mit Hilfe dieses Kits wird in einem ersten Schritt ein Fragment der 5S-rDNS genusspezifisch amplifiziert In demselben 
GefaB wird ein Fragment des MIP-Gens der Spezies L pneumophila amplifiziert Der Kit enthait insgesamt 7 Primer 
zur DurchfOhrung einer sogenannten Multiplex-PCR unter Herstellung zweier PCR-Amplifikate. AnschlieSend erfolgt 
die Detektjon der Amplif ikate durch Reverse Dot Blot Das in diesem Kit realisierte Verfahren ist wegen der Notwendig- 

35 keit des Einsatzes einer gro(3en Anzahl von Primern komplex und in der Herstellung aufwendig. Daruber hinaus ist das 
bekannte Verfahren im Hinblick auf die Sensitivitat unbefriedigend. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Bereitstellung von Reagenzien, die den Nachweis von Legio- 
nellen einfacher gestagen und die weniger Komponertten beinhalten. Eine weitere Aufgabe war es, spezifischere und 
potentiell variablere Legionellen-nachweise zur VerfOgung zu stellen. 

ao Gegenstand der Erfindung ist daher in einem ersten Aspekt ein Verfahren zur Amplifikation von NuWeinsSuren der 
Gattung Legionella, in dem mit weniger als 7 Primern NuWeinsSuren aller moglichen Spezies der Gattung Legionella 
amplifiziert werden. 

Ein werterer Gegenstand der Erfindung ist ein Nachweisverfahren unter Verwendung des oben genannten Amplif i- 
kationsverfahrens. 

45 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella unter 
Verwendung einer NuWeinsauresonde. welche eine mindestens 15 Basen lange Sequenz aufweist. die zu mindestens 
90 % homolog zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 ist Oder die zu mindestens 90 % komplementar zu einem Teil der SEQ. 
ID. NO. 1 ist 

Kern der Erfindung ist, daB Sequenzen auf dem Legionella-Genom lokalisiert wurden, die das Entwerfen von 
so NuWeinsauresonden erlauben, die zum Nachweis aller bislang den Legionellen zugeordneten Spezies der Gattung 
Legionella verwendet werden konnen. 

Unter Amplifikation wird die Erhohung der Konzentration der in einem Reaktionsgemisch vorhandenen NuHeinsau- 
ren oder Teilen davon verstanden. Beispiele far solche Amplif ikationsverfahren sind die Polymerase-Kettenreaktjon 
gemdB EP-B-0 201 184, das sogenannte NASBA-Verfahren gemflB EP-A-0 329 822 sowie davon abgeleitete Verfah- 
55 ren. 

Bei dem Verfahren der EP-A-0 201 184 wird die zu amplif izierende NuHeinsflure. die einzelstrangig vorliegt oder 
einzelstrangig gemacht wird, mit einem molaren OberschuB zweier Oligonukleotid-Primer unter HybridisierungsbedJn- 
gungen und in Gegenwart eines induzierenden Agens for die Polymerisation und Nukieotiden behandelt, wobei die Pri- 
mer so gewahlt werden. daB fOr jeden Strang ein zum NuWeinsaurestrang komplementares Verlangerungsprodukt des 
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betreffenden Primers syrtthetisiert wird, und daB ein Verlangerungsprodukt eines Primers, wenn es von seinem Kom- 
plement getrennt ist als Matrize zur Synthese eines Verlangerungsprodukts des anderen Primers dienen kann, Tren- 
nen der Vertangerungsprodukte von den Matrizen, an denen sie syrtthetisiert wurden, und Verwendung der gebildeten 
Verlangerungsprodukts zur erneuten Umsetzung mit den Primern. Durch die zyWische Wiederholung der Schritte 

s ergibt sich eine theoretisch exponerrtielle Vermehrung einer NuWeinsauresequenz, die innerhalb der auBeren Hybridi- 
sierungspositionen der Primer liegt. 

Bei dem Verfahren gemaB EP-A-0 329 822 wird eine Primerkonstruktion zur Erzeugung einer doppelstrangigen 
Nukleinsaure verwendet, in der die zu amplif izierende Nukleinsauresequenz funktionell an einen Promotor gebunden 
ist. Hierzu weist einer der Primer mindestens einen Strang einer Promotorregion auf Der intermediar gebiidete Tran- 

10 skriptionskomplex wird Bedingungen unterworfen, unter denen urrter der Kontrolle des Promotors Ribonukleinsauren 
unter Verwendung der zu amplifizierenden NuWeinsaure als Matrize gebildet werden. Die gebildeten RibonuWeinsdu- 
ren werden erneut zur Bildung jeweils eines neuen transkribierbaren NuWeinsaurekomplexes verwendet Ein Vorteil 
dieses Systems ist, daB es isotherm gefuhrt werden kann. 

Urrter Multiplex-PCR wird ein Verfahren gemaB EP-A-0 364 255 verstanden. Nach diesem Verfahren werden in 

is einer Eintopfreaktion durch geeignete Anordnung der Hybridisierungspositionen einer Vielzahl von Primern bestimmte 
Fragment? von NuWeinsauren amplifiziert, die meist unterschiedliche Lange und Position im Genom aufweisen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich urn eine spezielle Ausfuhrungsform der sogenannten 
Hybridisierungstests. die in ihren GrundzOgen dem Fachmann auf dem Gebiet der NuWeinsaurediagnostik bekannt 
sind. Soweit experimentelle Details im folgenden nicht ausgefOhrt sind. wird dazu voflinhaldich auf "Nucleic acid hybri- 

20 disation", Herausgeber B.D. Hames und S.J. Higgins, IRL Press, 1986, insbesondere in den Kapiteln 1 (Hybridisation 
Strategy), 3 (Quantitative Analysis of Solution Hybridisation) und 4 (Quantitative Filter Hybridisation), Current Protocols 
in Molecular Biology. Edt. F.M. Ausubel et al., J. Wiley and Son, 1987, insbesondere 2.9.1 - 2.9.10 und Molecular Clon- 
ing. Edt. J. Sambrook et al., CSH, 1989, insbesondere 9.4.7 - 9.5.8, Bezug genommen. Dazu gehdren insbesondere 
die bekannten Methoden zur Herstellung von markierten Nukleosidtriphosphaten, wie sie audi in EP-A-0 329 474 

25 beschrieben sind, die chemische Synthese von modifizierten und unmodifizierten OligonuWeotiden, die Spaitung von 
NuWeinsauren mittels Restriktionsenzymen, die Auswahl von Hybridisierungsbedingungen, durch welche eine Spezifi- 
tat erreicht werden kann, die vom AusmaB der Homologie zwischen den zu hybridisierenden NuWeinsauren, deren GC- 
Gehaft und deren Lange abhSngt, sowie die Bildung von NuWeinsauren aus NuWeosidtriphosphaten mit HiKe von Poly- 
merasen, gegebenenfalls unter Verwendung von sogenannten Primern. 

30 Eine MarWerung im Sinne der vorliegenden Erfindung besteht aus einer direkt Oder indirekt nachweisbaren 
Gruppe. Direkt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise radioaktjve ( 32 P), farbige Oder fluoreszierende Gruppen 
oder Metallatome. Indirekt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise immunologisch oder enzymatisch wirksame 
Verbindungen, wie AntikOrper, Antigene. Haptene oder Enzyme oder enzymatisch aktive Teilenzyme. Diese werden in 
einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detektJert. Besonders bevorzugt sind Haptene, da mit ihnen 

35 marWerte NuWeosidtriphosphate (rNTP oder d NTP) im allgemei nen besonders gut als Substrate von (RNS- bzw. D NS- 
) Polymerasen einsetzbar sind und eine anschlieBende Reaktion mit einem markierten AntikOrper gegen das Hapten 
oder das hapenisierte NuWeosid leicht vorgenommen werden kann. Solche NuWeosidtriphosphate sind beispielsweise 
Brom-NuWeosidtriphosphate oder Digaxigenin-, Digaxin- oder Fluorescein-gekoppefte NuWeosidtriphosphate. Als 
besonders geeignet haben sich die in EP-A-0 324 474 genannten Steroide und deren Detektion erwiesen. FOr deren 

40 Inkorporation in NuWeinsauren wird hiermit auf die EP-A-0 324 474 verwiesen. 

Unter den NuWeinsauren, die zur Verwendung des erfindungsgemaBen Amplrfikations- und Nachwasverfahrens 
for Legionellen verwendet werden kOnnen, werden insbesondere genomische NuWeinsauren verstanden. Genomische 
NuWeinsauren enthatten unter anderem auch die Gene, welche for die ribosomale RNS (rRNS) codieren, sowie eine 
Reihe von Spacersequenzen. Diese werden nach der GrOBe der rRNS, fur die sie codieren. benannt. In Legionellen- 

45 genomen sind in dieser Reihenfolge das 16S-rRNS-Gen. das 23S-rRNS-Gen und das 5S-rRNS-Gen angeordnet. 
Diese Gene sind durch sogenannte Spacenegionen voneinander getrennt 

SEQ. ID. NO. 1 offenbart eine NuWeotjdsequenz, die Ahnlichkeiten mit der in Speziesder Gattung Legionella ent- 
haltenen genomischen Sequenz aufweist, die aneinander angrenzende Bereiche der 23S-rRNS, der Spacerregion zwi- 
schen 5S-rRNS- und 23S-rRNS- und des 5S-rRNS-Bereiches einschlieBt Die SEQ. ID. NO. 1 schlieBt nur einen relatrv 

so Weinen Teil der 23S-rRNS jedoch die vollstandige Spacerregion und ca. 80 % der 5S-rRNS ein. 

SEQ. ID. NO. 1 stellt eine NuWeotidsequenz dar, aus welcher Teilsequenzen entnommen werden konnen, die gat- 
tungsspezifisch for Legionella sind. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung soli der Begriff NuWeinsauresonde nicht im Hinblick auf die Funktion ein- 
schrankend betrachtet werden. Die oben genannten Eigenschaften sind maBgebend. Insbesondere solien 2x1 den 

65 NuWeinsauresonden auch die sogenannten Probes oder Nachweissonden gezahtt werden, deren Hybridisierung mit 
den in der Probe vorhandenen LegionellanuWeinsauren als MaB for die Anwesenheit des Bakteriums nachgewiesen 
werden kann. Dazu kann die NuWeinsauresonde bevorzugt wehere Teile enthatten, die den Nachweis oder die Ampli- 
fikation nicht wesentlich nachteilig beeinflussen. Zu sdchen Molekulteilen gehOren beispielsweise MarWerungen zum 
Nachweis der Sonden, bzw. Hybriden, die diese Sonde enthatten, Gruppen, welche eine Immobilisierung der NuWein- 
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sauresonde an eine teste Phase eriauben, teste Phasen als solche (z. B. Beads Oder Oberflachen, z. B. von Reagenz- 
oder DetektionsgefaBen) Oder weitere, nicht mit Legionella-Sequenzen interferierende NuWeotidsequenzen. Die Aus- 
gestattung der NuWeinsauresonde richtet sich daher insbesondere nach der Art. wie der Nachweis der Legionella- 
NuWeinsauren gefOhrt werden soil. 

s Unter einer NuWeinsauresonde wird ein MolekQl mit einer festgelegten Auteinanderfolge von Basen verstanden, 
welches in der Lage ist, mit natOrlichen NuWeinsauren Hybrids aufgrund von Basen-Basen-Wechselwirkungen zu bil- 
den. Hierzu gehOren natfJrliche und artifizielle NuWeinsauren. Die artifiziellen NuWeinsauren unterscheiden sich von 
den natOrlichen NuWeinsauren dadurch, daB sie entweder im Basenteil (z. B. durch Verwendung von Basenanaloga, z. 
B. 7-deaza-dGTP) oder im GrundgerOst (Ersatz der Zucker- oder/und Phosphateinheiten durch andere chemische 

10 MolekQIteile, z. B. Peptide) modifiziert sind. Derartige kunstliche NuWeinsauren sind beispielsweise auch die in WO 
92/20702 beschriebenen PeptidnuWeinsauren (PNA). Wesentlich fur die korrekte FunWionsweise der NuWeinsaure- 
sonden ist die spezrf ische Basenpaarung, wodurch die Selektivitat der Sonden erreicht wird. Besonders bevorzugt 
besteht eine NuWeinsauresonde aus DesoxyribonuWeinsaure (DNS). 

Unter einer NuWeinsauresonde werden auch die sogenannten Primer verstanden, welche nach Hybridisierung mit 

15 Legionella-NuWeinsduren unter Verwendung eines Enzyms veriangert werden konnen. Typische Verldngerungsreak- 
tionen sind beispielsweise die Anhangung von MononuWeosidtriphosphateinheiten durch DNS-Polymerasen (z. B. E. 
coli DNS-Polymerase, Klenow-Fragment oder Thermus aquaticus-Polymerase) unter Verwendung der Legionella- 
NuWeinsduren als Matrize. In diesem Fall wird mit den bislang bekannten Enzymen das 3'-Ende des Primers verian- 
gert Eine weitere Veriangerungsreaktion ist die Ligase-ReaWion, bei der die NuWeinsauresonde mit einem weiteren 

20 OligonuWeotid enzymatisch verknQpft wird (z. B. EP-A-0 320 308). Zwischen der Polymerase- und der Ligasereaktion 
sind Mischformen bekannt (z. B. WO 90/01069). 

Unter einer fur Legionella gattungsspezifischen NuWeinsauresonde wird eine NuWeinsaure verstanden, die mit 
einer NuWeinsaure hybridisiert, die eine NuWeotidsequenz gemaB SEQ. ID. NO. 1 bzw. deren Komplement enthalt. 
Oder die mit alien der in Tabelle 1 genannten Legionellenspezies unter denselben Stringensbedingungen hybridisiert. 

25 Besonders bevorzugt hybridisieren diese NuWeinsauren m'rt alien moglichen Spezies der Gattung Legionella. 

Die gattungsspezifischen Sequenzen liegen bei der Sequenz der FIG I bevorzugt im 23S- und/oder 5S-Bereich; 
wenngleich es bei geschickter Wahl der Hybridisierungsbedingungen auch mdglich ist, gattungsspezrf ische Sonden 
auch im Spacer-Bereich zu entwerfen. 
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Erwartete Amplifikatlangen 23S-5S-Spacer-Region bei Verwendung von Primeipaar B/D 



Species/ Serogroup 


ATCCNo. 
(NCTC) 


Stamm 


Amplikonlange/ 
komplette bestimmte 
LSnge der Sequenz 


EMBL 

Accession 
Number 


SEQ 

ID. 

NO. 


L. pneumophila sero 1 


33152 


Philadelphia-1 


232bp/336bp 


Z30431 


26 


L. pneumophila sero 1 


33153 


Knoxville-1 


232bp/336bp 


Z30432 


27 




43108 


Benidorm 030E 


232bp/336bp 


Z30433 


28 


L ^nromo^hila sero 1 


43112 


France 5811 


232bp/336bp 


Z30534 


29 


L neumo hila sero 1 


43109 


OLDA 


232brV336bp 


Z30434 


30 


L ^netmv/hila sero 1 


43110 


Oxford 4032E 


231bp/335bp 


Z30435 


31 


L neumo hila sero 1 


43113 


Camperdown-1 


232bp/336bp 


Z30435 


32 


L ^neumo^hila sero 2 


33154 


Togus-l 


232bp/336bp 


Z30437 


33 


pneumop^k — — 

. pneumop _ 


33155 


Bloomington-2 


232bp/336bp 


Z30438 


34 


.pneumop ser0 


33156 


Los Angeles- 1 


232bp/336bp 


Z30439 


35 






Portland 


232bp/336bp 


Z30440 


36 


L. pneumophila sero 5 


33216 


Dallas-IE 


232bp/336bp 


Z30441 


37 




(11417) 


Cambridge-2 


232bp/336bp 


Z30442 


38 


L. pneumophila sero 6 


33215 


Chicago-2 


232bp/336bp 


Z30443 


39 


L. pneumophila sero 7 


33823 


Chicago-8 


232bp/336bp 


Z30444 


40 




35096 


Concord-3 


232bp/336bp 


Z30445 


41 




35289 


IN-23-G1-C2 


232bp/336bp 


Z30446 


42 


L. pneumophila sero 10 


43283 




232bp/336bp 


Z30447 


43 




43130 


797-PA-H 


232bp/336bp 


Z30448 


44 




43290 


570-CO-H 


232bp/336bp 


Z30449 


45 


L. pneumophila sero 13 


43736 


82 A 3105 


232bp/336bp 


Z30450 


46 




43073 


1169-MN-H 


232bp/336bp 


Z30451 


47 




35292 


WA-316-C3 


267bp/371bp 


Z30535 


48 


L b^^nsis 






246bp/350bp 


Z30536 


49 


L cherrii 


35252 


ORW 


258bp/362bp 


Z30537 


50 


I cinciniatfrnsis 


43753 


72-OH-H 


213bp/317bp 


Z30452 


51 


L dumoffii 


33279 


NY-23 


255bp/359bp 


Z30538 


52 


L erythra 


35303 


SE-32A-C8 


201bp/325bp 


Z30453 


53 


L feeleii sero 1 


35072 


WO^MC 


238bp/342bp 


Z30454 


54 


L feeleii sero 2 


35849 


691-WI-H 


238bp/342bp 


Z30455 


55 


L israelensis 


43119 


Bercovier-4 


217bp/321bp 


Z30583 


56 


L. jordanis 


33623 


BL-540 


244bp/348bp 


Z30539 


57 


L. longbeachac sero 1 


33462 


LongBeach-4 


208bp/312bp 


Z30456 


58 




33484 


Tucker-l 


208bp/312bp 


Z30465 


59 


L. maceachernii 


35300 


PX-1-G2-E2 


250bp/352bp 


Z30461 


60 


L. micdadei 


33218 


Tatlock 


267bn/371bp 


Z30460 


61 


L. moravica 


aa. 


316-36 


236bp/340bp 


Z30457 


62 


L. oakridgensis 


33761 


OR-10 


197bp/302bp 


Z30540 


63 


L. rubrilucens 


35304 


WA-270A-C2 


219bp/324bp 


Z30458 


64 


L. sainthelensi 


35248 


MtStHelens-4 


212bp/316bp 


Z30459 


65 


L. spiritensis 


35249 


MtStHelens-9 


246bD/350bp 


Z30464 


66 




35302 


SC-18-C9 


256bp/360bp 


Z30463 


67 




33877 


81-716A 


262bp/366bp 


Z30462 


68 



Urrter speziesspez'rfischen NuWeinsauresonden werden NuWeinsauren verstanden, die mit alien Serovaren einer 
65 Legionellaspezies urrter denselben Stringensbedingungen hybridisieren. Solche Sonden sind mit ihrer Sequenz in Bei- 
spiel 3 wiedergegeben. Darurrter befindet sich auch eine L pneumophila-Speziessonde, die m'rt alien Serovaren der 
Spezies pneumophila, nicht jedoch mit den Obrigen, in Tabelle 1 genannten, Spezies ausder Gattung Legionella hybri- 
disiert. 
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Die NuWeinsauresonden der vorliegenden Erfindung sind mindestens 15 Basen lang, besonders bevorzugt zwi- 
schen 23 und 40 Basen. Es handelt sich somit urn NuWeinsauren, welche auf einfache Weise durch chemische Syn- 
these in sogenannten (NuWeinsaure-) Synthesizern hergestellt werden kOnnen. Sequenzen, die als 
gattungsspezifische Sequenz for Legionella zu gebrauchen sind, erhait man durch Aussuchen einer mindestens 15 

5 Basen langen Sequenz aus SEQ. ID.NO. 1 , wobei eine Abweichung in 1 oder 2 Basen der GattungsspezH itat in Abhan- 
gigkeit von den Hybridisierungsbedingungen in den meisten Fallen keinen Abbruch tun wird. Es ist selbstverstandlich 
daB die Anzahl der Abweichungen mit zunehmender GrdBe der NuWeinsauresonde zunehmen kann. Erfindungsge^ 
mas sind daher Sonden bevorzugt die zu mindestens 90 % homolog zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 sind oder die 
zu mindestens 90 % komplementar zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 sind. Besonders bevorzugt sind Sonden, welche 

io eine mindestens 15 Basen lange Sequenz (in direkter Aufeinanderfblge) enthalten, die strong homolog oder strong 
komplementar zu einem Teil der SEQ. ID. NO. 1 ist 

Die Gattungsspezifitat konnte leiden, wenn die Sonde weitere Legionellaspezies-spezifische Sequenzen oder 
nicht-Legionella spezifische Sequenzen enthait, die eine zu spezifische bzw. zu unspezifische Hybridisierung bewirken 
warden. Bevorzugt sind weitere Legionella-spezifischen Sequenzen. sofern sie uberhaupt vorliegen. nicht mehr als 15 

is Basen lang. 

Desweiteren kann eine NuWeinsauresonde im Legionella-unspezifischen Ten funktionelle NuWeotidsequenzen wie 
sie beispielsweise for Promotoren oder Origins of Replication charakteristisch sind, enthalten. 

Innerhalb der SEQ. ID. NO. 1 sind bestimmte Bereiche zur Auswahl von gattungsspezifischen Sequenzen insbe- 
sondere for Nachweissonden besonders bevorzugt. Besonders bevorzugte Bereiche liegen zwischen den Positionen 
so 94 und 126, 25 und 67. 336 und 293 sowie 307 und 286. Besonders bevorzugt schlieSt die Sequenz der Sonde die 
Sequenz von Position 268 bis 296 ein. 

Das erf indungsgemaBe Amplifikationsverfahren kommt im Gegensatz zum Stand der Technik mit weniger als 7 Pri- 
mern aus. Dies ist beispielsweise mOglich dadurch. daB als Primer eine Oder mehrere der erfindungsgemaBen NuWe- 
insauresonden benutzt werden. Ein Amplifikationsverfahren, welches mit nur einem Primer auskommt wird schon 
2S dadurch realisiert. daB der Primer mit der zu amplif izierenden NuWeinsaure hybridisiert, mit MononuWeosidtriphospha- 
ten unter Einwirkung einer DNS-Polymerase veriangert wird, das Veriangerungsprodukt von der MatrizennuWeinsaure 
getrennt und der obige Vorgang mit einem neuen Primer wiederholt wird. In jedem ZyWus wird daher pro NuWeinsaure 
ein Veriangerungsprodukt gebildet. Es handelt sich somit urn ein lineares Amplifikationsverfahren. Exponentielle Ampli- 
fikation ist theoretisch beispielsweise dann eneichbar, wenn 2 Primer eingesetzt werden. welche die prinzipiellen 
30 Bedingungen, wie sie in der EP-A-0 201 1 84 beschrieben sind. erfOllen. In einer vorteilhaften AusfQhrungsform wird ein 
weiteres Pnmerpaar eingesetzt. welches auf dem ampiifizierten NuWeinsaurefragment zwischen den Hybridisierungs- 
positionen des ersten Primerpaares hybridisiert Diese AusfQhrungsform wird gelegentlich auch als "nested PCR" 
bezeichnet. Darin werden insgesamt 4 verschiedene Primer eingesetzt. 

Auch bei den auf Transkriptionsreaktionen beruhenden Amplifikationsverfahren werden im allgemeinen Fall 2 
35 NuWeinsauresonden eingesetzt. die eritweder auf gegeniauf igen Strangen oder auf einem Strang der zu ampfifizieren- 
den NuWeinsaure hybridisiert werden kOnnen. 

ErfindungsgemaB handelt es sich fOr das gattungsspezifische Amplifikationsverfahren bei alien als Primer fOngie- 
renden NuWeinsauresonden urn Legionella-gattungsspezifische Sonden. In einem besonders bevorzugten Fall hybridi- 
siert einer der Primer mit einem Strang der Legionelia-NuWeinsaure in der 23S-rDNS-Region und der andere mit dem 
40 Gegenstrang in der 5S-rDNS-Region. Dadurch wird eneicht, daB das amplifizierte TeilstOck der NuWeinsauresequenz 
der Legionellen sowohl Teile der 23S-rDNS-Region, der 5S-rDNS-Region als auch der dazwischenliegenden Spacer- 
region umfaBt Zum Verstandnis muB an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daB sich die Amplifikate unter- 
schiedlicher Spezies in der Sequenz unterscheiden. der zwischen den einander zugewandten Enden der 
ursprOnglichen Primer liegt. Dabei handelt es sich eben bevorzugt urn Sequenzen der Spacer-Region. 
45 Das erf indungsgema Be gattungsspezifische Amplifikationsverfahren kann far mehrere Zwecke benutzt werden. In 
einer ersten Moglichkeit (z. B. im Sinne eines Screenings) kann die Summe aller in der Probe vorliegenden Spezies der 
Gattung Legionella nachgewiesen werden. Dies ist beispielsweise m5glich, wenn die in der gattungsspezifischen 
Amplif ikation erzeugten Amplifikate mit einer weiteren gattungsspezifischen (gewOnschtenfalls nachweisbar marWer- 
ten) NuWeinsauresonde zur Hybridisierung gebracht und die gebildeten Hybride nachgewiesen werden. Dabei kann 
so die NuWeinsauresonde (Nachweissonde) so gewahlt werden, daB sie in den Bereichen nahe den ursprOnglichen Pri- 
merhybridisierungsstellen hybridisiert, jedoch wird die Aussagekraft des gattungsspezifischen Nachweises dadurch 
noch erhoht, daB die NuWeinsauresonde in dem zwischen den aufeinander zu zeigenden Enden der Primer liegenden 
Bereich der Amplifikate hybridisiert Besonders bevorzugt hybridisiert die gattungsspezifische Nachweissonde zwi- 
schen den Positionen 242 und 299 von SEQ. ID. NO. 1 und ist zwischen 25 und 35 NuWeotiden, besonders bevorzugt 
55 26 bis 30 NuWeotiden lang. Mit der Veranderung der Lange der Sonde muB die Hybridisierungstemperatur entspre- 
chend angepaBt werden. Die optimale gattungsspezifische Sonde hybridisiert zwischen den Positionen 268 und 296 
und ist somit 29 NuWeotJde lang. 

Prinzipiell sind for den Nachweis der Amplifikate alle bekannten Nachweisformate verwendbar, beispielsweise Auf- 
trennung nach GroBe der Amplifikate (z. B. Gelelektrophorese) aber auch die Blot-Verfahren. Beispielsweise kann 
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schon aufgrund der GrOBenvariabilitaten der Spacer-Region eine Differenzierung von Non-Pneumophila-Spezies im 
einfachen hochauflosenden Agarosegel durchgefOhrt werden. was im Sinne eines Screeningverfahrens eine rasche 
orientierende Information iiefert. Auf einen Nachweis, der auf einem Hybridisierungsschritt mit einer Nachweissonde 
beruht. kann jedoch meist nicht verzichtet werden. Als besonders vorteilhaft hat sich die Verwendung des Reverse-Dot- 
Blot-Formats erwiesen. Hierzu wird beispielsweise eine gattungsspezifische NuWeinsauresonde auf einer Membran 
immobilisiert und anschlieBend das ProduW der Amplif ikationsreaktion auf die immobilisierten Sonden gegeben. Dazu 
mOssen die Amplifikate gegebenenfalls vorher einzelstrangig gemacht werden. Wenn wahrend der Amplifikation mar- 
Werte MononuWeosidtriphosphate eingebaut wurden. ist der Nachweis der Qber die NuWeinsauresonde immobilisierten 
Amplifikate nach Abwaschen nicht gebundener NuWeinsauren auf einfache Weise mOglich. Ein solches Format ist bei- 
spielsweise in der EP-A-0 237 362 beschrieben. Auf den Inhalt dieser Patentanmeldung wird hiermit vollinhaltlich 
Bezug genommen. 

Ein Nachweis ist jedoch auch Qber die sogenannten Sandwich-Verfahren moglich, bei denen neben der immobili- 
sierten NuWeinsauresonde eine weitere. marWerte gattungsspezifische NuWeinsauresonde (Nachweissonde) einge- 
setzt wird, die mit den Amplifikaten an einer anderen Position hybridisiert ais die Festphasen-gebundene Sonde. 
Dieses Verfahren ist prinzipiell in EP-B-0 079 1 39 beschrieben. 

Das erfindungsgemSBe gattungsspezifische Amplif ikationsverfahren ermoglicht jedoch auch den veriaBlichen und 
unkomplizierten Nachweis von Legionella-Spezies (z. B. fOrden Winischen Routinealltag) oderGemischen von Spezies 
(z B eine Unterscheidung von L-pneumophila von non-pneumophila). FOr diesen Fall kann im AnschluB an das gat- 
tungsspezifische Amplifikationsverfahren eine Hybridisierung mit einer (gewunschtenfalls marWerten) speziesspezHi- 
schen Sonde (Nachweissonde) durchgefOhrt werden. die im amplifizierten Bereich zwischen den aufeinander zu 
zeigenden Enden der Primer hybridisiert. In SEQ. ID-Nos. 26 - 68 sind Sequenzen. aus welchen die speziespezifischen 
Sequenzen ausgewalt werden konnen, fflr einzelne Spezies angegeben. Die speziesspezifischen Teile befinden sich 
insbesondere im Spacer-Bereich, der bevorzugt mittels der gattungspezifischen Primer amplifiziert wird. Die Lage der 
Amplifikate (z. B. wie in Tabelle 1 angegeben) ergibt sich aus den Hybridisierungspositionen der Primer (in Tabelle 1 ist 
dies das Primerpaar B/D). Besonders bevorzugte speziesspezifische Nachweissonden sind in Beispiel 3.7 angegeben. 

Speziesspezifische Nachweissonden, die auf diesen Spacersequenzen beruhen, sind bevorzugt Iftnger als 15 bp 
und Kleiner als die gesanrte Spacerregion. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren ermOglicht daher den multiplen Nachweis von Legionella-Spezies unter Verwen- 
dung einer einzigen in einer vorgeschalteten gattungsspezifischen Amplifikationsreaktion hergestelKen Reaktionsmi- 
schung die Amplif ikate von Teilen der in der Probe anwesenden Legionella-Spezies enthait Ein Vorteil der Erfindung 
ist daher, daB sie einen einfacheren, d. h. weniger komplexen Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella ermog- 

llCht Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist daher ein Paar von Primem zur Amplifikation von Legionella-NuWeinsau- 
ren. von denen einer mit einem Strang der 23S-Region und der andere mil dem Gegenstrang in der 5S-Region des 
Legionella-Genoms hybridisiert ^ u ^,^- 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist eine doppelstrangige Legionella-spezifische NuWeinsaure. enthaltend die 
Spacerregion zwischen 5S-rDNS und 23S-rDNS sowie jeweils nur solche Teile der 5S-rDNS und 23S-rDNS. die im 
Genom direW an die Spacerregion anschlieBen. Bevorzugt ist diese doppelstrangige NuWeinsaure hochstens 371 bp 
lang und ist das ProduW einer gattungsspezifischen Amplifikationsreaktion. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein ReagenzWt zum Nachweis von Legionella-Spezies enthaltend minde- 
stens eine Legionella-gattungsspezifische NuWeinsaure und mindestens eine Legionella-speziesspezrfische Sonde. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlfiutern: 




Bakteriengewinnung und Anzucht 

Die hier verwendeten Legionellen Type strains" wurden auf gepuffertem Hefe-Kbhle-Extraktagar (P.H. Edelstein. 
Laboratory Diagnosis of infections caused by legionellae, Eur. J. Clin. Microbiol. Vol. 6, 1 . 4-10 (1 987)) unter Zusatz von 
so a-Ketoglutarat bei einer Inkubationstemperatur von 35°C in feuchter C0 2 -Atmosphare fOr mindestens 3 Tage ange- 
zOchtet. Gram-Farbungen, Mikroskopie und Inkubation von Blut-Agar-Platten zeigten kein Wachstum anderer Bakte- 
rien Die Legionellen wurden mit 3 ml bidestilliertem Wassers von den Platten geerntet und verdflnnt mit 12.000 g 
zentrifOgiert, der Oberstand verworfen und das Zellpellet in 500 ul bidestilliertem Wasser resuspendiert Loganthmi- 
sche VerdOnnungsreihen und Auszahlen der Kolonien auf Agarplatten ergaben durchschntttJich 10 1U KBE/ml. 

55 
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Beispiel 2 ; 
DNS-AufschluB 

Je ein 250 pi-Aliquot der jeweiligen Bakterienkultur wurde zur Freisetzung der DNS alkalisch lysiert (PCR- Clinical 
diagnostics and research; Springer Verlag Berlin/Heidelberg 1992, S. 79-80), indem 250 ul einer 200 mM NaOH- 
Losung hinzugefOgt. mit 100 pi Minerals (Sigma) Oberschichtet und for 20 Minuten in einem auf 95°C vorgeheizten 
Thermomixer inkubiert wurden. Nach SchOtteln und Zentrifugation wurden 32 pi Tris-HCI (pH 5.0) zur Neutralisierung 
hinzugefOgt, erneut geschuttelt und zentrifugiert. Kbntrollproben mit bidestilliertem Wasser wurden identisch behan- 
delt. urn mflgliche Kontaminationen wahrend der Probenaufbereitung zu erkennen. 

Die so gewonnenen NuWeinsauren konnten in den Amplifikations- und Hybridisierungs-experimenten eingesetzt 



Beispiel 3: 

Nachweis von Legionellen (Gattung und Spezies) 

Der Nachweis von Legionellen geschah durch erfindungsgemaBe gattungspezifische Amplifikation unter Einbau 
von mit Digoxigenin marWertem dUTP. Die marWerten Amplifikate wurden anschlieBend mittels der Reverse Dot-Blot- 
Technik (Kawasaki et al.: Genetic analysis using polymerase chain reaction - amplified DNS and immobilized oligonu- 
cleotide probes: reverse dot-blot typing; in: Methods in Enzymology. Band 21 8, 1 993) nachgewiesen. 

1. Sonden-Herstellung (Tailing-Reaktion) 

Boehringer Mannheim Terminate Transferase Kit 220-582 

200 pmol OligonuWeotid 

20 fJ 5 x Reaktfonspuffer 

6 pi 25 mM CoCI 2 (Endkonzentration 1 ,5 mM) 

8 (J 10 mM dTTP (Gesamtmenge 80 nmol) 

2.4 pi Terminals Transferase (60 U) 
ddH 2 Oad100pl 

Gemisch eine Stunde bei 37°C inkubieren. 

2. Polymerasenkettenreaktjon (PCR) & Digoxigenin-MarWerung der PCR-Produkte 
PCR 25 pi Ansatze: 

3,75pldNTPs(1 mMKonz) 

1,25 Boehringer DIG DNS Labeling mixture 

2.5 pi PerWn-Elmer Puffer I 

je 0,75 pi Primer (Stammlosung 1 0 fiM) 

1 pi Taq Polymerase (Perkin-Elmer) (verdOnnt 1:10) 

H2O ad 24 pi 

1 pi DNS 

Thermoprofil (Primer B&D; PerWn-Elmer 9600-Thermocycler) 
95°-3Min. 

95° - 30 Sek., 54" - 25 Sek. 72° - 30 Sek: 30 ZyWen 
72° - 5 Min. 
herabkOhlen auf 6° 

3. Vorbereitung der Membranen 

Boehringer Mannheim posrtively charged Nylon membranes in dQnne Streifen schneiden. Mit Bleistjft beschriften 
und mit abgeschnittener 1 ml-Pipettenspitze Kreise in die Membran "stampfen". 1 pi (2 pmol) Sonde auftragen 10 
Minuten lufttrocknen, mit 120 ml kreuzlinken (Stratalinker®, Stratagene). 

Waschen der Membran (urn nicht gebundene Sonde zu entfernen): (alle Streifen zusammen in einem 50 mi Fal- 
con®-R0hrchen) 

Waschlosung: 5 x SSPE, 0.5 % SDS 30 Minuten bei 61° 
Mit bidest. H 2 0 kurz waschen 

lufttrocknen. Streifen konnen nach diesem Schrrtt bei -20° aufbewahrt werden. 
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4. Hybridisierung 

Prahybridisierung - in einzelnen, numerierten Eppis (Eppendorf-GefaB) 



LOsung Qe 300ml) 5xSSPE 
0,5%SDS 
0,5%Dextransulfat 

30 Min. bei 61°. 
Hybridisierung 

PCR-Produkt wind 10 Minuten bei 95° denaturiert und zOgig nach Ends der Prahybridisierung zugegeben. 
Genau eine Stunde bei 61° bei sanfter Rotation hybridisieren lassen. 

Nach AbschluB der Hybridisierung werden die Membranen (im selben Eppendorf-Gef§6, mit jeweils 300 ul der 
folgenden Losung) gewaschen: 
2 x SSPE 
0,1 %SDS 

Waschschritte (unter leichtem SchOtteln): zweimal 5 Min. bei Raumtemperatur und einmal 10 Min. bei 65°. 
5. Detektion 

Alle Schritte werden unter standigem leichten SchOtteln in einem 50 ml Falcon-Rohrcheri durchgefOhrt (Puffervo- 
lumen ca. 30 ml) (Boehringer Mannheim Katalog Nr. 117504) 

a) 30 Min. D1 -Puffer 

b) 30 Min. D2-Putfer 

c) 3 fd AntikOrper-Kbnjugatlosung mit 30 ml frischem D2-Puffer vermischen, 30 Min. inkubieren 

d) 2x15Min.D1-Puffer 

e) kurze Inkubierung in D3-Puffer 

f) Die Membranen werden mit der DNS-Seite nach oben in einer KlarsichthOlle plaziert: 
45mINBT 

35 X-Phosphat-Lflsung 
10 ml D3-Puffer 

g) Die FarblOsung zugeben. die Membranen dabei nicht bewegen. Genau 15 Min. entwickeln. 

h) Stopplosung: D4-Puffer 

i) lufttrocknen 



Puffer 
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20 x SSPE 


3M NaCI 


175,3 gNaQ 




0.2 M Na 2 H2P0 4 


27,6g Na 2 H 2 P0 4 




20 mM EDTA 


7.4g EDTA 




pH auf 7,4 mit NaOH einstellen. aqua bidest. ad 1.000 ml 


2xSDS 


20 g SDS 






pH auf 7,2 mit HCI (ein paar Tropfen) einstellen. 




aqua bidest ad 1.000 ml 


D1 


100 mM Maleinsaure 




150 mN NaCI 






0.3 % (wN) Tween 


20 




pH auf 7.5 bei 20° mit NaOH einstellen 


D2 


1,0 % BlocWng-Reagens (Kasein, Boehringer Kit). gelost in D1, muB ca. eine Stunde vor 
Gebrauch hergestellt werden bzw. kann bei -20° aufbewahrt werden. 


D3 


100 mM TrisHCI 
100 mM NaCI 
50 mM MgQ2 






pH auf 9,5 bei 20° einstellen 


D4 


10 mMTris HCI 
1 mM EDTA 






pH auf 8,0 einstellen f 



6. PCR-Primer 

18mer: 5'-GQCTQATTGTCTTGACCA-3' (Primer B) SEQ.ID.Na 2 

20mer: 5'-AGGAAGCCTCACACTATCAT-3' (Primer D) SEQ.ID.No. 3 

24mer: GTTGAAGACTACGACGTTGATAGG (Primer A) SEQ.ID.Na 4 

21 mer: AATGTTTCACTTCTGAGTTCG (Primer C) SEQ.ID.Na 5 

7. Oligonucleotidsonden (5S-rDNS): 
Gattungssonde: 

29mer: S'-AACCACCTGATACCATCTCGAACTCAGAA-S* SEQ.ID.No. 6 
L. pneumophila-Speziessonde: 

31mer: 5'-ACGTGAAACGTATCGTGTAAACTCTGACTC-3 , SEQ.ID.No. 7 
L anisa-Speziessonde: 

36mer: 5'-ATGCGAATACAAGATGTAGGTTGGGC-3' SEQ.ID.No. 8 
L micdadei-Speziessonde: 

34mer: 5'-ATGTAAATTGCTCAGACAAATGAATACAGAGTTT-3' SEQ. ID. Na 9 
L brunensis-Speziessonde: 

31 mer: 5'-CCTGTTTTTACAGAGCACTTAACAATGCTCT-3' SEQ.ID.No. 10 
L cherrii-Speziessonde: 

29mer: 5'-AATGCAAATACAAGAAATTTAGGTTGGGC-3' SEQ. ID. Na 1 1 
L cincinnattiensis-Speziessonde: 

27mer: 5'-CTCTCTTTRTTTACCGGAAGTAACGCG-3 , SEQ. ID. Na 1 2 
L dumoffii-Speziessonde: 

26mer:5'-ATCAATACCTGGGGTAGGACACCTGC-3' SEQ.ID.Na 13 
L erythra-Speziessonde: 
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24mer: 5'-AACCCGGGTAAGACCGGAAAAACC-3' SEQ.ID.No. 14 
L. feeleii-Speziessonde: 

27mer: 5'-GCAAAAATGAAAGACAAATGCGTTTGT-3' SEQ.ID.No. 15 
L israelensis-Speziessonde: 

27mer: 5'-TTAAACGCTTGTGAATCAAACCCATTC-3' SEQ.ID.Na 16 
L jordanis-Speziessonde: 

27mer: 5'-TGATGAATGAATATCCCCTAACATGGG-3' SEQ. ID. No. 1 7 
L. longbeachae-Speziessonde: 

39mer: 5'-TGCTTGATATAAGATATMTACCTCTTTATTTACCTGAG-3' SEQ.ID.No. 18 
L. maceachernii-Speziessonde: 

32mer: 5'-GGCAATACTTTAATTAAAGGCATTAATGCCTA-3' SEQ.ID.No. 19 
L moravica-Speziessonde: 

23mer: 5'-AGGCCTTGGGCTTGTTGATTGAA-3' SEQ.ID.No. 20 
L sairrthelensi-Speziessonde: 

40mer: 5'-GTGCTGAATATAAGATATAATGTTACTCTCTTTATTTACC-3' SEQ.ID.No. 21 
L. spiritensis-Speziessonde: 

25mer: 5'-GTGTGCCCTGAAGAAGAAACAGGGT-3' SEQ.ID.Na 22 
L steigerwaftii-Speziessonde: 

28mer: 5'-AATGTGTATACAAGCTGTAGGTTGGCCA-3' SEQ.ID.No. 23 
L wadsworthii-Speziessonde: 

30mer: S'-GTACGTACGAATTAGAGATTGGGTCTAGGC-3' SEQ.ID.No. 24 
8. Nachweisverfahren 

a) Reverse dot-blot-Hybridisierung mit 4 verschiedenen Sonden 

GemaB obigem Arbeitsprotokoll wurden Nachweisverfahren urrter Verwendung des gattungsspezffischen 
Amplifikationsverfahrens und einer gattungs- (A) bzw. 3-speziesspezrfischen (B: L pneumophila; C: L anisa; 
D: L micdadeQ Sonden durchgefuhrt. In Figur 2 ist die FarbentwicWung an 10 Filtern gezeigt. Es ist War 
erkenntlich, daB die genus-(gattungsspezrfische) Sonde (A) in jedem Falle ein Nachweissignal liefert Die L 
pneumophila-spezrfische Sonde (B) reagiert nur mitdem Filter, der auch den Serovar 1, Philadelphia von L 
pneumophila enthalt. Mil der L anisa-spezifischen Sonde (C) ist im Filter Nr. 4 ein deutliches Signal sichtbar. 
Die Spezies L micdadei lied sich mit der L micdadei-spezifischen Sonde (D) nachweisen. L gormanii konnte 
mit der gattungsspezifischen Sonde nachgewiesen werden (Filter Nr. 9). 

Die Belegung der Rlter mit nachzuweisenden NuWeinsauren war fblgende: 

1: Ldumofii (2pmol probe) 

2: L anisa (2pmol probe) 

3: L anisa (4pmol probe) 

4: L anisa (8pmol probe) 

5: L micdadei ATCC 33218 (2pmol probe) 

6: L. micdadei ATCC 3321 8 (4pmol probe) 

7: L micdadei L 5443/90 (2pmol probe) 

8: L micdadei L 5443/90 (4pmol probe) 

9: L gormanii 

10: L pneumophila sero 1 Philadelphia 

Ampl'ifikatjon der 23S-5S-Spacer Region von Pneumophila und non-Pneumophila Spezies 
In Figur 3, 4 und 5 ist das Ergebnis der Amplifikation der 23S-5S-Spacer Region mit Hiff e der gattungsspe- 
zifischen Primer gemaB der vorliegenden Erfindung gezeigt Es ist War erkenntlich, daB in jedem Fall eine 
Amplifikation stattfindet, wobei sich in vielen Fallen die GrOBe der Amplifikate der einzelnen Spezies unter- 
scheidet. Uber die GrOBe der Amplifikate ist daher eine Unterscheidung der Spezies von Legionella nach gat- 
tungsspezrf ischer Amplifikation mogiich. 

1 : L pneumophila sero 1 2 570-CO-H (FIG 3) 

2: L pneumophila sero 13 

3: L pneumophila sero 14 1169-MN-H 

4: L anisa WA-316-C3 

5: L brunensis 

6: L cherii ORW 
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7: 


L cincinattensis 72-OH-H 




8: 


L dumofii NY-23 




9: 


L erythra SE-32A-C8 




10: 


L feeleii sero 1 WO-44C 


5 


11: 


Lfeeleiisero2 691-WI-H 




12: 


L israelensis Bercovier-4 




M: 


100bpDNA size marker 




1: 


L jordanis BL-540 (FIG 4) 




2: 


L longeachae sero 1 Long Beach-4 


10 


3: 


L longbeachae sero 2 Tucker- 1 




4: 


L maceachernii PX-1-G2-E2 




5: 


L miodadei TATLOCK 




6: 


L moravica 316-36 




7: 


L oakridgensis OR-10 


IS 


8: 


L rubrilucens WA-270-C2 




9: 


L sainthelensi Mt. St. Helens-4 




10: 


L spiritensis Mi St. Helens-9 




11: 


L steigerwattii SC-18-C9 




12: 


Lwadsworthii81-716A 


20 


M: 


100bp DNA size marker 




1: 


negative control (FIG 5) 




2: 


L pneumophila sero 1 Philadelphia 1 




3: 


L pneumophila sero 2 Togu-1 


25 


4: 


L pneumophila sero 3 Bloomington-2 




5: 


L pneumophila sero 4 Los Angeles- 1 




6: 


L pneumophila sero 5 Dallas-IE 




7: 


L pneumophila sero 6 Chicago-2 




8: 


L pneumophila sero 7 Chicago-8 


30 


9: 


L pneumophila sero 8 Concord-3 




10: 


L pneumophila sero 9 IN-23-G1-C2 




11: 


L pneumophila sero 19 Leiden- 1 




12: 


L pneumophila sero 1 1 797-PA-H 




M: 


100bp DNA size marker 



35 



Anstelle der in Beispiel 3 verwendeten Primer B und D konnen auch Primer eingesetzt: werden. deren Hybridisie- 
rungspositionen auf SEQ. ID. NO. 1 abweichen. Im Folgenden sind konkrete Hybridisierungspositionen (erste Basen- 
paarung und Lange) von weiteren Primern angegeben. Auch bezOglich der gattungsspezrfischen Sonde sind im 
Folgenden gleichfells geeignete Sonden angegeben. Ebenfalls im Folgenden angegeben ist. welche Kombinationen 
40 der Primer fur eine gattungsspezif ische Amplifikation besonders geeignet sind. 

Beispiel 4: 

VariationsmOglichkeiten der Primer und Sonden 

45 

Primer 

Primer B - VariationsmOglichkeiten 

so 1) Pos. 104, 18mer, T m 43,9° (Primer B aus Beispiel 3) 

2) Pos. 105, 21mer. T m 43,0° 

3) Pos. 1 10, 22mer, T m 42,8° 

4) Pos. 103, 18mer, T m 43.9° 

5) Pos. 101, 19mer, T m 42,7° 
55 6) Pos. 100. 19mer, T m 43,5° 

7) Pos. 99. 20mer, T m 44,2° 

8) Pos. 100. 20mer. T m 45.0° 

9) Pos. 98. 20mer. T m 43.5° 

10) Pos.94.21mer.T m 43.1° 
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11) . Pos. 104, 19mer. T m 45,2° 

12) Pos. 105. 23mer, T m 46,1° 

13) Pos. 1 13. 23mer. T m 44.7° 

14) Pos. 102, 19mer. T m 46,3° 
5 15) Pos. 1 00. 20mer. T m 45.0° 

16) Pos.99.21mer.T m 45.6° 

17) Pos.98.21mer.T m 45,8° 

18) Pos. 96. 22mer. T m 45.5° 

19) Pos. 105. 22mer, T m 45,1° 
10 20) Pos. 1 09. 23mer. T m 44.0° 

Primer D - Variationsmfiglichkerten 

21) Pos. 316. 20mer, T m 43.7° (Primer D aus Beispiel 3) 
15 22) Pos. 31 2. 1 9mer. T m 46.0° 
23) Pos. 31 7. 20mer, T m 44.9° 

Primer A: 

20 1) Pos. 34. 21mer. T m 44.5° 

2) Pos. 35, 22mer, T m 45.4° 

3) Pos. 37. 21mer, T m 44.5" 

4) Pos. 39. 20mer, T m 44,6° 

5) Pos. 38. 29mer, T m 42,1° 
25 6) Pos. 31.1 8mer, T m 43,1 0 

7) Pos. 29. 18mer, T m 45.9° 

8) Pos. 27. 18mer, T m 43.2° 

9) Pos. 25. 18mer. T m 45,4° 

10) Pos. 41, 19mer, T m 43.8° 

30 

Primer C: 

1 1) Pos. 286. 21mer, T m 44. 7° 

12) Pos. 286. 20mer. T m 42.4° 

35 Variationsmoglichkeiten der 5S-Gattungssonde (nur fur Primerkombination B/D) 

Pos. 268. 29mer. T m 61.0° (in Beispiel 3 verwendete Sonde) 
Pos. 269. 29mer. T m 60.7° 
Pos. 270. 29mer. T m 60.7° 
40 Pos. 271 , 30mer, T m 61 .5° 

Pos. 267, 29mer. T m 61 .4° 
Pos. 265, 27mer. T m 60.6° 

23S Gattungssonde (nur for Primerkombination A/C geeignet) 
45 5'-TTQTAGTAATTQGCTGATTGTCTTGACCATA-3' SEQ.ID.No. 25 

Variationsmoglichkeiten der L-pheumophila Speziessonde (nur fQr Primerkombination B/D und A/C geeignet) 

Pos. 162, 39mer, T m 59,1° (in Beispiel 3 verwendete Sonde) 
so Pos. 160, 32mer, T m 59,3° 

Pos. 163. 31mer,T m 60,1° 
Pos. 159, 33mer. T m 59.4" 

Die Pos'rtionsangaben (5'-terminale Base) beziehen sich auf die in FIG 1 abgebildete Sequenz, wobei Primer B und 
55 A komplementar zu den Teilen der Sequenz von FIG 1 sind, die bei der jeweiligen Position beginnen, und Primer D und 
C sequenzidentisch zu den Teilen der Sequenz von FIG 1 sind, die bei der jeweiligen Position beginnen und sich strom- 
abwarts (von der Sequenz in FIG 1 aus gesehen) fortsetzen. 
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Primerkombinationen 


Primer B/D 


Primer A/C 


1/21 


1/11 


2/21 


2/11 


3/21 


3/11 


5/21 


4/11 


6/21 


5/12 


7/21 


6/12 


9/21 


7/11 


10/21 


8/12 


11/22 


9/11 


12/22 


10/11 


13/22 




14/22 




15/22 




16/22 




17/22 




18/22 




11/23 




4/23 




19/23 




20/23 




8/23 
17/23 





Alle angegebenen Primer und NuWeotidsequenzen sirtd DNS (OligonukJeotide im Falle der Primer und Sonden) 
linear, einzelstrangig. 

Bevorzugt sind die erf indungsgemaGen Sonden speztf isch far Legionella, d. h., sie besitzen keine Wirkung als Pri- 
mer bzw. Nachweissonden fOr Organismen, die nicrrt zur Gattung Legionella gehoren. Die Primerpaare B/D und A/C 
wurden als nicht wirksam gegenuber Bacillus cereus, Branhamella catharrhalis, Candida albicans, Chlamydia tracho- 
matis, Corynebacteriumdiphtheriae, Cryptococcus, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Lactobacterium, Listeria 
monocytogenes, Mycobacterium africanum, avium, bovis. f lavescens, fortuitum. gordanae, kansasii, terrae and xeno- 
pis. Neisseria meningitidis. Nocardia, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa. Rhodococcus, Salmonella enteridi- 
tis, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, milleri, pneumoniae and viridans and 0-hemolytic Streptococcus 
pyogenes, Trichomonas vaginalis and Vibrio choleras charakterisiert. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEM: 

(i) ANMELDER: 

(A) name: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr.116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LANDS DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 
(C) TELEFONi 0621 7S9 4348 
(H) TELEFAX: 0621 759 44S7 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERPINDONG: Gattunga- und spezieaspezif ische 
Identifizierung von Legionellen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZENi 68 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCKREIBUNG: /desc = "Konseneueaeguenz" 
(Vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMOS: Legionella 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 1: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 
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GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 
AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2» 
(1) SEQUENZKENN ZE I CHEN : 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonet ige Nucleinsauro 

(A) BBS CHRE I BUNG : /deac » "DNA-Oligonucleotide" 

(111) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNPT: 
(A) ORGANISMUS: Legionella 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2t 

GGCTGATTGT CTTGACCA 18 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
(1) SEQUEN ZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinaaure 

(A) BESCHREIBUNGs /desc » "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNPT j 

(A) ORGANISMUS : Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

AGGAAGCCTC ACACTATCAT 20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Sonstige Nucleinaaure 

(A) BESCHREIBUNG: /deac - »DNA-01igonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH t NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMOS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

GTTGAAGACT ACGACGTTGA TAGG 

(2) ANGABEH Z0 SEQ ID NO: 5: 
(1) SEQUEHZKENNZEICHENs 

(A) LSNGE: 21 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

{C) STRANGFORM: Einzelatrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonatige Nucleinaaure 

(A) BESCHREIBUNG : /deac - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

AATCTTTCAC TTCTGAGTTC G 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN J 

(A) LANGE: 29 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Sonatige Nucleinaaure 

(A) BESCHREIBUNG: /deac - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 
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(vi) URSPRttNGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGAN ZSKOS < Legionella 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNGj SEQ ID NOt 6: 

AACCACCTGA TACCATCTCG AACTCAGAA 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 7s 
(1) SEQUENZKENNZEICHENs 

(A) LANGS: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonatige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBONG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKONPT: 

A) ORGANISHOS: Legionella pneumophila 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

ACGTCAAACG TATCGTGTAA ACTCTGACTC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENN ZE I CHEN t 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNC : /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella anisa 
(Xi) SEQUENZBESCHRE IBDNG : SEQ ID NO: 8: 

ATGCGAATAC AAGATGTAGG TTGGGC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGS: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonatige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /deec - »DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANISMOS: Legionella micdadei 
(xi) SEQOENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 9: 

ATGTAAATTG CTCAGACAAA TGAATACAGA GTTT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 
(B> ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK8LS : Sonatige Nucleinsaure 

( A) BESCBREIBONG: /deac - -DNA-Oligonucleotlde- 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : JA 

(Vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISKUS: Legionella brunenais 
(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 10: 

CCTGTTTTTA CAGAGCACTT AACAATGCTC T 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 111 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DBS MOLEKULS: Sonstige Nucleina&ure 

(A) BESCHREIBUNG t /desc - "DNA-Oligonucleotide" 
(ill) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) ursprungliche HERKONFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella cherril 
(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: lis 

AATGCAAATA CAAGAAATTT AGOTTGGGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 12 i 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotld 

(C) STRAKGPORM: Elnzelatrang 

(D) TOPOLOGIEi linear 

(ii) ART OES MOLEKULS: Sonstige NucleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETI SCH t NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(Vi) URSPRUNGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGAKISMaSs Legionella cincinnatensia 
(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 12: 

CTCTCTTTRT TTACCGGAAG TAACGCG 

(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 13: 
(L) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lSNGE: 26 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotld 

<C) STRANGFORH: Einzeletrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART OES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE : JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella dunoffii 
(Xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 13: 
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ATCAATACCT GGGGTAGGAC ACCTGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : EinzelBtrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonatige Nucleina&ure 

(A) BESCHREIBUNG: /deac = "DNA-Oligonucleotide" 

(tii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: JA 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella erythra 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 14: 

AACCCGGGTA AGACCGGAAA AACC 

(2) ANGABEN ZO^ SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 27 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: SonBtige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /deac = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(Vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMOS: Legionella feeleli 
(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 15: 

GCAAAAATGA AAGACAAATG CGTTTGT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 



(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) LANGE: 27 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) ETRANGFORK: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(11) ART des MOLEKULS: Sonatigs Nucleinaaure 

(A) BESCHREI8UNG: /desc ■ "DNA-Oligonucleotide" 

(ill) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(lv) ANT I SENSE l JA 

(vi) URSPRUHGLICHE HERKUMFT: 

(A) organ isMUSt Legionella ieraelensis 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ZD NO! 16: 

TTAAACGCTT GTGAATCAAA CCCATTC 
(2) ANGABEN 20 SEQ ID NO* 17 s 

(A) L&NGE: 27 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotld 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nuclelnsaure 

(A) BESCHREIBDNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) ORSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella jordanis 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

TGATGAATCA ATATCCCCTA ACATGGG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANCE: 39 Baaenpaare 

(B) ART: Nuoleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nuclelnsaure 

(A) BESCHREIBDNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 
(ill) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 
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(vi) ursprOngliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella longbeachae 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

TGCTTGATAT AAGATATAAT ACCTCTTTAT TTACCTGAO 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQOENZKENNZEICHENt 

(A) IANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Kucleotid 

(C) S TRANG FORM i Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: JA 

(vi) ursprOngliche herkunft: 

(A) ORGANlSMUSi Legionella maceachernii 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 19: 

GGCAATACTT TAATTAAAGG CATTAATGCC TA 



ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGXE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE : JA 

(vi) ursprOngliche herkunft i 

(A) ORGANISMUS: Legionella moravica 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

AGGCCTTGGG CTTGTTGATT GAA 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 40 BaBenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 
(O) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Sonetiga Nucleinsaure 

(A) BESCHREZBDNG: /dssc = "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: JA 

(vi) orspronglichb HERKUNFT: 

(A) organismos: Legionella eaintheleneie 
(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 21t 

GTGCTGAATA TAAGATATAA TGTTACTCTC TTTATTTACC 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelfitrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS* Sonet ige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc - "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: JA 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMOS: Legionella spiritenais 
(xi) SEQOENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 22: 

GTGTGCCCTG AAGAAGAAAC AGGGT 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 23: 
(1) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE s 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNOs /deac - "DNA-Oligonucleotide" 
5 (ill) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSEs JA 
(vi) ORSPRONGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANISMOSs Legionella steigerwaltii 
10 ( X i) SEQOENZBESCHREIBONGs SEQ ID NOs 23s 



AATGTGTATA CAAGCTGTAG CTTCGCCA 



SEQ ID KOi 24s 

(i) SEQOENZKENNZEICHENs 

(A) LANGEt 30 Baoenpaare 

(B) ARTS Nueleotid 

(C) STRAKGPORMs Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKOLSs Sonstige Nucleina&ure 

(A) BESCHRE I BUNG s /deac - -DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH s NEIN 

(iv) ANTISENSEs JA 

(vi) ORSPRUNGLICHE HERKONFT s 

(A) ORGANISMOSs Legionella wadaworthii 
(Xi) SEQDENZBESCHREIBUNGs SEQ ID NOs 24s 

GTACGTACGA ATTAGAGATT GGGTCTAGGC 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NOs 2Ss 

(i) SEQUENZKENNZEICHENs 

(A) LANGS: 

(B) ARTs Nueleotid 

(C) STRANGFORMs Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS; Sonstige Nucleinsaure 

(A) BBSCHREIBONGs /deac ■= "DNA-Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSEs JA 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMOSs Legionella 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBONG s SEQ ID NOs 25s 
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TTGTAGTAAT TGGCTGATTG TCTTGACCAT A 31 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Baeenpaare 
(8) ART) Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(It) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIK 
( vi) ursprOngliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMMs Philadelphia- 1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: Olphila 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTAACTTCA GAATRTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAM GTATCCTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

CTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANCE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANG FORM : Einaelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuXS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NBIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Knoxville-1 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 02knox 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 
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GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(i) SEQUEN ZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGEt 336 Baeenpaare 

(B) ARTs Nucleotid 

(C) STRANGPORM : Einzeletrang 
(0) TOPOLOGIBt linear 

(11) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETI SCH s NEIN 

(vi) ursprOnglichb HERKONFT: 

(A) ORGANISHUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMHs Benidorm 030E 

(C) INDIVIDUUM/ISOLATt 04beni 

(xi) SEQUENZBESCHRE I BUNG : SEQ 10 NO: 28: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GCTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAATGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAMCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZO SEQ ID NOi 29: 

(i) SEQUEN ZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) topologies linear 

(ii) ART DES molekOls: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(Vi) URSPRONGLICHB HERKONFT: 

(A) ORGAN! SMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: France 5811 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 05fran 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO* 29: 



6 GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTRACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACCTGAWAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAM CCTGTGGCTT AATAWAGCAA TYAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

10 GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: NucLeotid 

x (C) STRANGFORH* Einzelstrang 

(0) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART OES MOLEK0LS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCHs NEIN 

25 (vi) ORSPROnGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMMs OLD A 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: O6olda 

30 (xi) SEQUENZBESCHREIBONG* SEQ ID NO* 30* 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGNNN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GATTATGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AACAJTAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAATCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC . 336 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO* 31: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 335 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLSt Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(vi) URSPROnGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 
5 (B) STAMM: Oxford 4032E 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 07oxfo 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG t SEQ ID KOi 31: 

20 GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTXGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATT TTGAXTTGTA TACGTGAAAC GTATCGXGTA 180 

is AACTCTGACT CTTTACCAAA CSTGTGGCTT AATAATGCAA TCAAGCCTCA GGTAAACCAG 240 

TTTTCCTGGC GACTATAGCG ATTTGGAACC ACCTGATACC ATCTCGAACT CAGAAGTGAA 300 

ACATTTCCGC GCCAATGATA GTGTGAGGCT TCCTC 335 



(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 336 BaBenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeletrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Genom-DNA 
(ill) fflfPOTHETISCH : NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISHUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Camperdown-1 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 08Camp 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32 » 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GATTATGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AACATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAATCCA 240 

GTTTTCCTOG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 
(i) SEQ0ENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANCE: 336 Basenpaara 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANG FORM : Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS i Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) ORSPrOngLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUSt Legionella pneumophila 

(B) STAMMt Togus-1 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 09tog 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG t SEQ ID NO: 33 t 

GCCTCCCTCA AGAT6AGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAA GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TMAAAGCCTC AGGTAAMCCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



SEQ ID NO: 34: 
<i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGS i 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einxelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLSs Genom-ONA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUnGLICKE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Bloomington-2 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: lOBloom 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 
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(i) SEQOENZKENNZEICHENi 
s (A) L&NGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORMs Elnzelstrang 

(D) TOPOLOGIE« linear 

10 (ii) ART DES MOLEK0LS: Genom-DNA 

(ill) HYPOTHETISCHt NSIN 
(vi) ursprOnglichb HERKffNFT: 

(A) ORGANZSNOSt Legionella pneumophila 
15 (B) stammj Lob Angeles-1 

(C) INDZVIDUUM/ISOLAT: llBg41a 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NOt 35 I 



GCCTCCCTCA AGAXGAGTTT TCCCATGNNH NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTATAA TTGAATTGAA TACGTACAAC GCATCCTGTA 180 

AACTCCGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAGTGTAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



3Q (2) ANGABEN ZD SEQ 10 NO: 36: 

<i) SEQUENZKENNZEZCHEN: 

(A) LANGS: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

35 (C) STRANGPORM: Elnzelstrang 

(D) TOPOLOG1E: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETZSCH: NEIN 

40 (vi) URSPRONGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANISMOS: Legionella pneumophila 

(B) STAHM: Portland 

(C) INDIVIDOUM/ISOLATi 12sg4po 

45 (Xi) SEQUENZBESCRREIBONG l SEQ ID NO: 36: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

SO 

ATATAATCTG AGTAACTTCA GAATRTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAM GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 
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GXTTTCCTGG CCACTATAGC GATTTGGAAC CACCTCATAC GATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 
AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 37: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelatrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOlS: Genom-DNA 
(tii) HYPOTHETI SCH : N5ZN 

(Vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISHUS: Legionella pneumophila 

(B) STAKMt Dallas-IE . . 

(C) INDIVID0UM/ISOLAT: 13ag5da 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ZD NO: 37: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAC CCCAGTAATG YGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTATAA TTGAATTGAA TACGTACAAC GCATCGTGTA 180 

AACTCCGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAGTGTAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CCACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN 2(7 SEQ ID NO: 38: 

(A) LANGS: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORK: Einzelatrang 
(0) topologies linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETI SCH: NEIN 
(vi) URSPROnGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Cambridge- 2 

(C) INDIVIDTTOM/ISOLAT: lAsgScara 
(xi) SEQOENZBESCHREIB0NG: SEQ ID NO: 38: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 
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GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATACAGCAA TCAAAGCCXC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTCG CGACTATAGC GAXTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEM ZU SEQ ID HOi 39 t 
(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGB: 336 BaBenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORMi Einzelstrang 

(D) topologie: linear 

(11) ART DBS MOLEKULS: Genom-ONA 
{iii) HYPOTHETISCH; NEIN 
(vi) URSPRONGLICHE HERKtJKFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMMj Chicago-2 

(C) INDIVIDITOM/XSOLAT: 15sg6ch 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANB NNCCTTGAAG ACTACGACGT TCATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTAACTTCA GAATATGATA TTGATTTGTA TACCTGATAH GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 40 t 

(A) LANGS: 336 Baoenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKt)LSt Genotn-DHA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) ORSPRUNGLICHE HERKDNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMH: Chicago-8 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 16sg7 
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(xi) SEQUENZ8ESCHREI BUNG : SEQ 10 NO: 40: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGA CTCCTC 336 



[ ZD SEQ 10 NO: 41: 
(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGS: 336 Basenpaare K 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DBS MOLEKULS: Genom-DNA 
{iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Coneord-3 

(C) INDIVIDUUM/ ISOLAT : 17sg8 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 41: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA GAAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGT CTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 42: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGEi 336 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGZE: linear 

(ii) ART OES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(vi> ursprOngliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: IN-23-G1-C2 

(C) INDIVIDUDM/ISOLAT: 18sg9 

<xi) SEQUENZBESCHREIBDNG: SSQ ZD NOt 42: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGANN NCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAO CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GATTATGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AACATAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAATCCA 240 

GTTTTCCTGG cGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(A) LANGEt 336 Basenpaare 

(B) ART i Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einseletrang 

(D) TOPOLOGIE t linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHET ZSCH t NEIN 
(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAMM: Leiden-1 

(C) INDIVIDUOM/ISOLAT: 19egl0 

(Xi) SEQUEN Z BESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 43: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGNNN NNCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AAYAYAGCAA TCAAAGCCTC AGCTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 44: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGB: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIEi linear 

(11) ART DES MOLEKi)LS : Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) ursprOngliche HERKOKFT: 

(A) ORGANISMOSi Legionella pneumophila 

(B) STAMM: 797-PA-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 20sgll 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44s 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCCTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAATGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAKCCA 240 

GTTTTCCTGG CGMCTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid- 
yl STRANG FORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) ursprOngliche HERKONFT: 

(A) ORGANiSMUSt Legionella pneumophila 

(B) STAMM: 570-CO-H 

(O) INDIVIDUCM/ISOLAT: 21sgl2 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGNNN NNCGNNGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTAACTTCA 6AATRTGATA TTGATTTGTA TACCTGATAM GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATAAAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTGG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LftNGEt 336 Basenpaara 
s (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIEt linear 

(il) ART DES MOLEICDXS: Genom-DNA 
10 ii.ll) fflfPOTHETISCH: NEIN 

(vi) ursprungliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Legionella pneumophila 

(B) STAMMt 82-A-3105 

15 (C) INDIVID0UM/ISOIAT: 22sgl3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAO ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTC AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AATACAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

6TTTTCCTGG CCACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACATTTCCG CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 336 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: Einzeletrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genora-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(Vi) URSPRUNCLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella pneumophila 

(B) STAKM: 1169-MN-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 23sgl4 

(xi) SEQDENZBESCHREIBDNG: SEQ ID NOs 47: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTGACTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA TACGTGAAAC GTATCGTGTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTGTGGCTT AAYAYAGCAA TCAAAGCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTCG CGACTATAGC GATTTGGAAC CACCTGATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 
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AACATTTCCG CGCCAATCAT AGTGTGAGGC TTCCTC 336 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 48: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGEj 374 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 

(D) TOPOLOGZB: linear 

(ii) ART DBS MOLEKtfLS: Genom-ONA 
(ill) HYPOTHETISCHs NEIN 

(vi) URSPRONGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANXSKUS: Legionella anisa 

(B) STAMM: WA-316-C2 

(C) ZNOIVZOtniH/ZSOLAT: 24ani 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 48: 

GAAGCCTCCC TCAAGATGAG TTTTCOCATG AAGCCCGTTG AAGACTACGA CGTTGATAGG 60 

CAAGGTGTGG AAGCACAGTA ATGTGTCAAG CTAACTTGTA CTAATTGGCT CATTGTCTTG 120 

ACCATATAAT CTGAGTTACT TCAGATTGTG AATGCGAATA CAAGATGTAG GTTGGGCCAA 180 

GGCTCAACCT ACGCAGAACT ACTTGAAACA AAGTGTGAAC TTCTTTATTT ACCTAATCCT 240 

TGATTGAGGT ATAATGCCTT ACAATCAATG CAAAACCAGT TTTCCTGGCG ACCATAGCGG 300 

TTTGGAACCA CCTGAATCCA TCTCGAACTC AGAAGTGAAA CGAACCCGCG CCAATGATAG 360 

TGTGAGGTTT CCTC 374 

(2) ANGABBN ZU SEQ ZD NO: 49: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 350 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelatrang 
<D) TOPOLOGZE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS : Genem-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRtiNGLXCKE HERKUNFT: 

(A) ORGANZSMUS: Legionella brunensie 
(Xi) SEQUENZBBSCHRBZBUNG: SEQ ID NO: 49: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 
GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 
ATATAACCTG AATGACTTCG GGTTATGATA GAAGATGATA GATTATGCCG TAAGGCACTT 180 
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GTGTTAACCC TTTTTTACTT TACCAGCCTG TTTTTACAGA GCACTTAACA ATGCTCTTTA 240 
TCAACAGGAC AACAGTTTTC CTGGCGACCA TAGCGGTTTG GAACCACCTG ACTCCATCTC 300 
5 GAACTCAGTA GTGAAACAGA CCAGCGCCGA TGATAGTGTG AGGCTTCCTC 350 



(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 50 t 

(I) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAKGEs 317 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(II) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(III) HYPOTHET1SCH: NEIN 
(vl) URSPRONGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Legionella elncinnatiensia 

(B) STAMMt 72-OH-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 29cin 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNGt SEQ ID NO: SO: 

GCCTCCCTCA AGCTGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTOTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTCA GAGTGAAACA GAATATAAGT GACACCATGA CTCTCTTTRT 180 

TTACCGGAAG TAACGCGCTC CAAGGCGCGC TACTCAAAAC AGTTTTCCTG GCGACCATAG 240 

CGGTTTGGAA CCACCTGATT CCATCTCGAA CTCAGTAGTG AAACCAACAT GCGCCAATGA 300 

TAGTGTGAGG TTTCCTC 317 



I ZD SEQ ID NO: 51: 

(i) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGEi 359 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genoffl-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 

(Vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMDS: Legionella dumoffii 

(B) STAMM: NY-23 

(C) INDIVIDDOM/ISOLAT: 31DUMO 

(xi) SEQDENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 51: 
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GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGGAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGCAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGRCC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTCA GATGAACTGA ATCAATACCT GGGGTAGGAC ACCTGCCCCG 180 

AAATAAATAC AAAATAGTGT GTCCTCTTTA TTTACCTCGT GCATGATTCG GGTATAATAT 240 

GCCCAATTGA TCATGTCAAA CCAGTTTTCC TGGCGACCAT AGCGGTTTGG AACCACCTGA 300 

ATCCATCTCG AACTCAGAAG TGAAACGAAC ATGCGCCAAT GATAGTGTGA GGCTTCCTC 359 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 52: 

(A) LANGS: 362 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: EinzelBtrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(vt) urspr&ngliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISHOS: Legionella eherrii 

(B) STAMM: ORH 

(C) INDIVIDUXJM/ISOLAT: 30che 

(xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 52: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CACAGTAATG TGTGCAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AATTACTTCA GATTAACTGA ATCCAAATAC AAGAAATTTA GGTTGGGCCA 180 

CGGCCCAATC TGCAAAAAAA ATGTGTACTC TTTATTTACC TAACGCATGA TTCCGGTATA 240 

ATGCGCCCAT TAATCATGTT AAACCAGTTT TCCTGGCGAC CATAGCGGTT TGGAACCACC 300 

TGACTCCATC TCGAACTCAG AAGTGAAACG AACCCGCGCC AATGATAGTG TGAGGTTTCC 360 

TC 362 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 53: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANCEj 325 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeletrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES KOLEKOLS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRONGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella erythra 



BNSOOCID: <EP 0739988A1_I_> 



40 



EP 0 739 988 A1 



(B) STAMM: SE-32A-C8 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 32ERY 

5 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 53: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 
GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACT 120 
10 ATATAACCTO ATGCGCTTCA GGTTATATGG ATAACATGAA TGTGACTCTA TTTTTTACCG 180 

GCCTCGTGGC CAACCCGGGT AAGACCGGAA AAACCATGAT GCTTAAACCG TTTTCCTGGC 240 
GACCATAGCA GTTTGGAACC ACCTGAATCC ATCTCGAACT CAGAAGTGAA ACAGACTCGC 300 
GCCGATGATA GTGTGAGGCT TCCTC 325 

15 

(2) ANGA8EN ZO SEQ ZD NO* 54 t 

(i) SEQUENZKENNZEICHENi 

(A) LANGE: 342 Baaenpaare 
20 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORMj Einzeletrang 

(D) TOPOLOGXE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS* Genom-DNA 

SS 

(iii) HYPOTHSTISCH: NEIN 
(vi) ursprungliche HERKUNFTs 

(A) ORGANISMDS: Legionella feeleii 
30 (B) STAMM: WO-44C 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 33feel 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 54: 

35 GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AATTGCTTTG AGGTTATAGO CAAAAATGAA AGACAAATGC GTTTGTGTTA 180 

CCTCATAATC TTTACCGGCC TGCTGGCTGA GCACTTAACC CTGCTTTATC CAGAACAGGC 240 

40 AAACCCGTTT TCCTGGCGAC CATAGCGGTT TGGAACCACC TGACTCCATC TCGAACTCAG 300 

AAGTGAAACA AACCCGCGCC GATGATAGTG TGGAGTTTCT CC 342 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 55: 

(i) SEQUENZKENNZEICHENs 

(A) LANGE: 349 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotld 

(C) STRANGFORMi Einaelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
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(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 
s (A) ORGANISMUS: Legionella feeleii 

(B) STAMM: 691-WI-H 

(C) INDIVIDUUM/ISOIAT: 34feel 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ZD NO: 55: 

10 

GCGGGAAGCC TCCCTCAAGA TGAGTTTTCC CATGAAGCCC GTTGAAGACT ACGACGTTGA 60 
TAGGCGAGGT GTGGAAGCGC AGTAATGCGT GAACCTAACT CGTACTAATT GGCTGATTGT 120 
CTTGACCATA TAACCTGAAT TGCTTTGAGG TTATAGGCAA AAATGAAAGA CAAATGCGTT 180 
16 TGTGTTACCT CATAATCTTT ACCGGCCTGC TGGCTGAGCA CTTAAACCTG CTTTATCCAG 240 

AACAGGCAAA CCCGTTTTCC TGGCGACCAT AGCGGTTTGG AACCACCTGA CTCCATCTCG 300 
AACTCAGAAG TGAAACAAAC CCGCGCCGAT GATAGTGTCG AGTTTCTCC 349 

20 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NOl 56: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 321 Baoenpaare 
^ (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM t Einseletrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
30 (iiij HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella israelensis 

(B) STAMM: Bercovier-4 

35 (C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 36isr 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 56: 



GCCTTCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACGACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATATCCTG AAATCATTCA GGGCATGATA CAAAATGAGT TTAAACGCTT GTGAATCAAA 180 

CCCATTCAAT CTTTACCTTC TGCCTTCAAT AAGGCAGAAT AACCCGTTTT CCTGGCGACC 240 

ATAGCTGTTT GGTACCACCT GATACCTTTC CGAACTCAGT AGTGAAACAA ACACGCGCTG 300 

ATGATAGTGT GGGGTCTCCC C 321 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 57: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lSnge: 348 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(O) TOPOLOGIES linear 
5 (li) ART DBS MOLEKULS: Genom-DNA 

(ill) HYPOTHETISCH: ME IN 
(vi) URSPRONGLZCHE HERKUNFT : 

(A) ORGANZSMOS: Legionella jordanis 
1 (B) STAMM: BL-540 

(C) XNDIVZDUUM/XSOLAT: 38jor 
(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG t SEQ. ZD NO: 57: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AATGGCTTTT ATGTGGCAAG TCAAAGACAA GGCTTGGCAA GCTTGTGTTG 180 

CCCTAATATT TATCTTTACC AGCCTGATGA ATGAATATCC CCTAACATGG GTATTTGCTC 240 

AGCAGGACAA CGTTTTTCCT GGCGACCATA GCGGTTTGGA ACCACCTGAC TCCATCTCGA 300 

ACTCAGAAGT GAAACAGACC AGCGCCGATG ATAGTGTGAG GCTTCCTC 348 



(2) ANGABEN ZXJ SEQ ZD MO: 58: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 312 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGZE: linear 

(ii> ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
{iii) HYPOTHETISCH: NEXN 
(vi) ursprOnglzche HERKUNFT: 

(A) ORGANZSMUS: Legionella longbeachae sero.l 

(B) STAMM: Long Beach-4 

(C) INDZVZDUOM/ZSOLAT: 391ongl 
(xi) SEQOENZBESCHREXBUNG: SEQ ZD NO: 58: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTTA GATTATGCTT GATATAAGAT ATAATACCTC TTTATTTACC 180 

TGAGTATCAT GCCAATAATG CGCGATACTC AAAACAGTTT TCCTGGCGAC TATAGCGGTT 240 

TGGAACCACC TGAATCCATC TCGAACTCAG AAGTGAAACG TACATGCGCC AATGATAGTG 300 

TGAGGCTTCC TC 312 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NOi 59: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGEt 312 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM i Einzelstrang 
(0) topologie: linear 

(11) ART DES MOLEKfiLS : Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) ORSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella lonbeachae eero.2 

(B) STAHMt Tucker-1 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 401ong2 
(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 59: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTTA GATTATGCTT GATATAAGAT ATAATACCTC TTTATTTACC 180 

TGAGTATCAT GCCAATAATG CGCGATACTC AAAACAGTTT TCCTGGCGAC TATAGCGGTT 240 

TGCAACCACC TGAATCCATC TCGAACTCAG AAGTGAAACG AACATGCGCC AATGATAGTG 300 

TGAGGCTTCC TC 312 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 3S4 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

35 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 
40 (vi) URSPRUNGLICHE HERKONFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella machearchernii 

(B) STAMM: PX-1-G2-E2 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 41mac 

45 (xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 60: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTCGAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CACAGTAATG TGTGTAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AGCTGCTTTT AGGTTGAAGA GTAAGTGATA AGGCAATACT TTAATTAAAG 180 

GCATTAATGC CTAAGCGTTT GTGTTAACCT CTAACCCCTT TACCAAGCTG ATTGGCGAAT 240 
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AGGCCAATCG GTAAACCAGT TTTCCTGGCG ACCATAGCGG TTTGGAACCA CCTGAATCCA 300 
TCTCGAACTC AGAAGTGAAA CAGACCTGCG CCAATGATAG TGTGGGGCTT CCCC 354 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 61 I 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LARGE t 374 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: KEIN 

(vi) ursprungliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Legionella micdadei 

(B) STAMM: Tatlock 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 42micd 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 61: 

GAAGCCTCCC TCAAGATCAG TTTTCCCATG AAGCCCGTTG AAGACTACGA CGTTGATAGG 60 

CGAGGTGTGG AAGCACAGTA ATGTGTGTAG CTAACTCGTA CTAATTGGCT GATTGTCTTG 120 

ACCATATAAC CTGAACTGCC TTTAGGTTAT GAGTGAAGAA GCAAGGCAAT ATTGAATGAC 180 

AGGGCAATGT AAATTGCTCA GACAAATGAA TACAGAGTTT GTGTTAACCT CTATCCACTT 240 

TACCAAGCTG ATTGGTTAAT AGCCCAATCG GTAAACCAGG TTTCCTGGCG ACTATAGCGG 300 

TTTGGAACCA CCTGATCCCA TCTCGAACTC AGAAGTGAAA CATACCTGCG CCAATGATAG 360 

TGTGGGGCTT CCCC 374 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 62: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 340 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(Vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISHUS: Legionella moravica 

(B) STAMM: 316-36 

(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 43monr 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 62: 
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GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 



60 



GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTCAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 



120 



ATATAATCTG AGTTACTTCG GGTTATAGAA GTAGACGATA AAATAGAGTA GAATGTGTTA 



180 



CCTCGAATCT TTACCAGGCC TTGGGCTTGT TGATTGAACN CAATCATCAA TCTGAAGGTA 



240 



AACAGTTTTC CTGGCGACAA TAGCGGTTTG GAACCACCTG ATCCCATCTC GAACTCAGAA 



300 



GTGAAACGAA CATGCGCCGA TGATAGTGTG AGGCTTCCTC 



340 



(2) ANGABEN ZD SEQ ZD NOs 63 i 



(i) SEQUENZKENNZEICBENt 

(A) LANGS: 302 Baaenpaare 



75 



20 



SS 



30 



35 



40 



45 



SO 



(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelatrang 

(D) TOPOLOGZE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vt) URSPRttNCLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISKOS: Legionella oakridgensis 

(B) STAMM: OR-10 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 44oak 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 63: 

AGCCTCCCTC GAGATGAGTT TTCCCATGAA GCCCGTTGAA GACGACGACG TTGATAGGCG 60 

AGGTGTGGAA GCGTAGTAAT ACGTGAAGCT AACTCGTACT AATTGGCIGA TTGTCTTGAC 120 

CATATAACCT GAGTTGATTC AGGTTAACGC ATGCGTTTGT GTATGCCTCA ATCTTTACCA 180 

CTTGGAAGCG TAAGCTTCCA ATACCGTTTT TCCTGGCGAC CATAGCCGTT TGGAACCACC 240 

TGATACCATC CCGAACTCAG AAGTGAAACG AACGCGCGCC AATCATAGTG TGGGGCTTCC 300 

CC 302 

(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 64: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 323 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORN: Einzelatrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS* Genom-DNA 

(iii) HYPOTHBTISCH: NEIN 
(vi) URSPRONCLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella rubrilucens 
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(B) STAMM: WA-270A-C2 

(C) INDIVIDUOM/ISOLAT: 45rub 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 64s 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG CGTGAAGCTA ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG ATACGCTTCA GGTTATAGCA ATAACATGAA TGTGACTCTA TTYTTTACCG 180 

GCCTCATGGC CAGCGGTTAA CACCGTTGCC ACCATGACGC TTAAACCGTT TTCCTGGCCA 240 

CCATAGCAGT CTGGAACCAC CTGAATCCAT CTCGAACTCA GAAGTGAAAC AGACTCGCGC 300 

CGATGATAGT GTGAGGTTTC CTC 323 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NOj 65: 
(i) SEQUENZKENNZEICHENs 

(A) LANGE: 316 Bauenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Elnzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(11) ART DBS MOLEKOLS: Genom-DNA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) ursprOngliche HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUSi Legionella eainthelensis 

(B) STAMM: Mt.St. Helen8-4 

(C) INDIVIDUUM/ISOLATt 46saint 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBffNG; SEQ ID NO: 65: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTCA GATTGTGCTG AATATAAGAT ATAATGTTAC TCTCTTTATT 180 

TACCTGAGTA TCATGCGGCT AATGCACGAT ACTCAAAACA GTTTTCCTGG CGACCATAGC 240 

GGTTTGGTAC CACCTGATTC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA AACGAACATG CGCCAATGAT 300 

AGTGTGAGGC TTCCTC 316 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 66: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANCE: 350 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM i Elnzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKuLS: Ganom-DNA 



47 



EP0 739 988A1 



(tii) HYPOTHETISCH: HEIN 
(vi) ORSPRtiNGLICHE HERKUNFT: 

(A) orgrkismus: Legionella epiritensi 
<B) STAMM: Mt. St. Halena-9 
(C) INDIVIDUUM/ISOLAT: 47apir 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ZD NO: 66: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCGA 60 

GGTGTGGAAG CGTAGTAATG CGTGAAGCTM ACTCGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAACCTG AATGACTTCG GGTTATTGAT ACGAAAGATA CGAAAACAAG CAAGAACGAT 180 

TGTGTTACOG AATATCTCTT TACCAGCCTG TGGTGTGCCC TGAAGAAGAA ACAGGGTTAC 240 

GACTCAGGAT AACCGTTTTC CTGGCGATTA TAGCCGTGTG GAACCACCTG ATTCCATCTC 300 

GAACTCAGAA GTGAAACGCA CGTACGCCGA TGATAGTGTG GGGTCTCCCC 350 

(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NOi 67: 

(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) LANGE: 360 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM i Einzelatrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLBKULS: Genom-ONA 
(ill) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRONGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANZSMDS: Legionella ateigerwaltll 

(8) STAMM: SC-18-C9 

(C) INDIVIDOUM/ISOLAT: 48steig 
(xi) SEQtJENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 67: 



GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AATTACTTCA GAGTGACTGA ATGTGTATAC AAGCTGTAGG TTGGCCAAGG 180 

CACAACCTAC AGAAATAAAT TGTGAACCCT TTATTTACCT AATGCATGAT TCGGGTATAA 240 

TACGCCCAAC ATCATGTAAA ACCAGTTTTC CTGGCGACCA TAGCGGTTTG GAACCACCTG 300 

ACTCCATCTC GAACTCAGAA GTGAAACAGA CCCGCGCCAA TGATAGTGTG AGGTTTCCTC 360 



(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 68: 
(i) SEQUENZKENNZBICHEN : 

(A) LANGE: 366 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 



BNSOOCID: <EP 0739988A1_I_> 



EP 0 739 988 A1 



(C) STRANGFORM: Einzeletrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKuLS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRfjNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Legionella wadsworthii 

(B) STAMM: 81-716A 

(C) INDIVIDtJUM/ISOLAT: 49wad 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG t SEQ ZD NO: 68: 

GCCTCCCTCA AGATGAGTTT TCCCTTGAAG CCCGTTGAAG ACTACGACGT TGATAGGCAA 60 

GGTGTGGAAG CGCAGTAATG TGTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

ATATAATCTG AGTTACTTCA GGTTAACTGA TAAGTACGTA CGAATTAGAG ATTGGGTCTA 180 

GGCCCAATCT AAAAAAAATA AAAAAATGTG AACCTTTTTA TTTACCTATA GCATGATTAG 240 

GGTATAATAC GCCCAATTCA TGCGAAACCA GTTTTCCTGG CGACAATAGC GGCTTGGAAC 300 

CACCTGATCC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA AACGAGCATG CGCCAATGAT AGTGTGAGGT 360 

CTCCTC 366 



PatentansprOche 

1. Verfahren zur gattungsspezifischen Amplifikation von NuWeinsauren der Gattung Legionella, dadurch gekenn- 
zeichnet, da8 mit weniger als 7 Primern NuWeinsauren alter moglichen Spezies der Gattung Legionella amplifiziert 
werden. 

2. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella in einer Probe gekennzeichnet durch 

- gattungsspezrfische Amplifikation von NuWeinsauren alter in der Probe vorhandenen Spezies der Gattung 
Legionella unter Verwendung eines Legionella-gattungsspezifischen Sets von wenigstens 7 Primern und 

- Nachweis einer Oder mehrerer Spezies der Gattung Legionella aufgrund der Amplifikate. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB zwischen den Spezies aufgrund der unterschiedli- 
chen GrOBe der Amplif ikate differenziert wird. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, daB die Amplifikate anschlieBend mit einer gattungsspe- 
zifischen Sonde nachgewiesen werden. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. daB die Amplifikate anschlieBend mit Hilfe speziesspezi- 
fischer Sonden auf die Anwesenheitvon Legionella-Spezies untersucht werden. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Amplifikate anschlieBend mit Hilfe von Legionella- 
Untergruppen spez'rf ischer Sonden auf die Anwesenheit von Legionella-Untergruppen untersucht werden. 

7. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella unter gattungsspezifischer Amplifikation eines Teil- 
stQckes der NuWeinsauresequenz der Bakterien, dadurch gekennzeichnet, daB das TeilstOcksowohl Teile der 23S- 
Region und der 5S-Region, als auch die dazwischen liegende Spacerregion umfaBt 
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8. Verfahren gemaB Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet daB die Amplifikation unter Verwendung zweier Primer 
durchgefOhrt wird, von denen einer mit einem Strang in der 23S-Region und der andere mit dem Gegenstrang in 
der 5S-Region hybridisiert 

5 9. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Primersequenzen Sequenzen enthalten, die aus- 
gewahlt sind aus mindestens 15 Basen langen Sequenzen, die zumindestens 90 % homolog mit Oder komplemen- 
tar zu Teifsequenzen der SEQ. ID. No. 1 sind. 

10. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella unter Verwendung einer NuWeinsauresonde, wel- 
10 che eine mindestens 15 Basen lange Sequenz aufweist. die zumindestens 90 % homolog zu einem Teil der 23S- 

oder Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist, oder die zumindestens 90 % komplementar zu einem Teil der 23S- Oder 
Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist 

11. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Sonde keine weiteren Legionella-spezifischen 
is Sequenzen aufweist, die mehr als 15 Basen lang sind. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB vor Verwendung der NuWeinsauresonde ein Ampli- 
fikationsverfahren gemaB Anspruch 9 durchgefOhrt wird und die Sonde mit einem Strang des ampWizierten Teil- 
stQckes hybridisieren kann. 

20 

13. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella, dadurch gekennzeichnet. daB die Summe alter 
moglichen Spezies der Gattung Legionella nachgewiesen wird. 

14. NuWeinsauresonde zum Nachweis von BaWerien der Gattung Legionella, welche zu mindestens 90 % homolog zu 
25 einem Teil der 23S- oder Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist, oder die zu mindestens 90 % komplementar zu 

einem Teil der 23S- Oder Spacer-Region der SEQ. ID. No. 1 ist. 

15. Sonde gemaB Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet, daB sie gattungsspezifisch ist 

30 16. Sonde gemaB Anspruch 1 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Teil von SEQ. ID. No. 1 zwischen den Positioner) 94 
und 126 Oder 25 und 67 liegt 

17. Sonde gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. daB die Sequenz der Sonde die Sequenz von Position 94 
und 126 Oder 25 und 67 einschlieflt 

35 

18. Paar von Primern zur gattungsspezifischen Amplifikation von Legionella-NuWeinsauren von denen einer mit einem 
Strang in der 23S-Region und der andere mit dem Gegenstrang in der 5S-Region des Legionella-Genoms hybridi- 
siert 

40 19. Doppelstrangige Legionella-spezifische NuWeinsaure enthaltend die Spacerregion zwischen 5S-RNS und 23-RNS 
sowie jeweils nur solche Teile der 5S-RNS und 23S-RNS, die im Genom direkt an die Spacerregion anschlieBen, 
dadurch gekennzeichnet daB sie hochstens 371 bp lang ist. 

20. ReagenzWt zur gattungsspezifischen Amplifikation und zum speziesspezifischen Nachweis von Legionella-Spe- 
45 zies enthaltend 

- ein gattungsspezifisches Set von weniger als 7 Primern und 

- mindestens eine Legionella-speziesspezif ische Nachweis-Sonde. 

so 
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Hg. 1 

I: GCCrCCCTCAAGATGAGTTTTCCCATGAAGCCCGTTGAAGACTACGACGT 
51: TGATAGGCAAGGTGTGGAAGCGCAGTAATGCGTGAAGCTAACTTGTACTA 

23S/Spacer 

101: ATTGGCTGATTGTCTTGACCATATAATCTGAGTGACTTCAGAA^GTGATA 
151: TTGATITGTATACGTGAAACGTATCGTGTAAACTCTGACTCTrTACCAAA 

. Spacers 

201: CCTGTGGCTTAATATAGCAATCAAAGCCTCAGGTAAACCAGTTTyTCCTGG 
25 1 : CGACTATAGCGATXTGGAACCACCTGATACCATCTCGAACTCAGAAGTGA 
301: AACATTTCCGCGCCAATGATAGTGTGAGGCTTCCTC 
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FIG 3 
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FIG 4 
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FIG 5 
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A method for genus -specif ic amplification of nucleic acids of the 
Legionella genus, comprising using fewer than 7 primers to amplify 
nucleic acids of all possible Legionella spp. is claimed. Also claimed 
are: (1) a method for detecting Legionella bacteria in a sample, 
comprising (a) genus -specific amplification of nucleic acids of all 
Legionella spp. in the sample using a Legionella genus-specific set of 
at least 7 primers, and (b) detecting one or more Legionella spp. on 
the basis of the amplified nucleic acids; (2)" a method for detecting 
Legionella bacteria involving genus-specific amplification of a 
fragment of the nucleic acid sequence of the bacteria, where the 
fragment comprises parts of the 23S and 5S regions and the spacer 
region between them; (3) a method for detecting Legionella bacteria 
using a nucleic acid probe having a sequence that is at least 15 
nucleotides long and is at least 90% homologous or complementary to 
part of the 23S or spacer region of the 336 bp sequence (I; given in 
the specification); (4) a method for detecting Legionella bacteria, 
comprising detecting the total of all possible species of the 
Legionella genus; (5) a nucleic acid probe for detecting Legionella 
bacteria which is at least 90% homologous or complementary to the 23S 
or spacer region of (I) ; (7) a pair of primers for genus-specific 
amplification of Legionella nucleic acids, where one hybridises with 
one strand in the 23S region and the other hybridises with the other 
strand in the 5S region of the Legionella genome; and (8) a 
double -stranded Legionella-specif ic nucleic acid which is no more than 
3 71 bp long and comprises the spacer region between the 5S RNA and 23S 
RNA together with only those parts of the 5S RNA and 23S RNA that are 
directly adjacent to the spacer region in the genome. 

USE - The method and primers are useful for the species-specific 
detection of Legionella. 

ADVANTAGE - Fewer primers are needed than in prior art methods . 
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